























幹 細 lLは、 自 己 複 製 能 と 機 能 細 胞 へ の 分 |ヒ
能 を lilせ持 つ 細 胞 と し て 定 義 さ れ る 。 こ の 幹
組 胞 が 自 己 複 製 か ら 如 何 な る 機 序 に よ つ て 分
化 方 向 へ の 決 定 (co‖mitment)が行 な わ れ る か
は 未 だ 不 明 で よ)る 。 生 体 に お け る 幹 細 胞 の
存 在 は 、 胚 細 胞 、 精 細 胞 、 造 血 に 関 与 す る 骨
髄 細 胞 、 消 化 管 上 皮 や 皮 膚 の 再 生 な ど 、 極 め
て 多 様 な 組 織 、 器 官 で 推 定 さ れ て い る 。 ま た
in vitroにお け る 幹 細 胞 分 化 の 制 御 機 構 の
研 究 と し て は 、 マ ウ ス フ レ ン ド 白 血 病 細 胞 1)、
ヒ ト 自 血 病 細 胞 (K562)2)等で lt表さ れ る 造 血
系 細 胞 の 分 IL系が 確 立 さ れ て お り 、 赤 血 球 ヘ
向 か う 各 分 化 段 階 の 特 徴 を 備 え た 細 胞 系 が 樹
●   立 さ れ 、 分 子 レ ベ ル で の 解 析 が 進 め ら れ て い
る 。 な か で も 、 胚 細 胞 お よ び 生 殖 細 胞 は 、 本
質 的 に 分 化 の 全 能 性 を 保 持 し た 、 最 も 基 本 的
な 幹 細 胞 系 と み な す こ と が で き る 。
ま た 、 腫 瘍 細 胞 は 、 細 胞 増 殖 と 細 胞 分 化 の
調 節 機 構 に 異 常 を き た し た 細 胞 と み な し 得 る 。
●
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●さ ら に 、 1重 瘍 性 j善 殖 と そ の 分 IL I幾能 の 発 現 は
逆 相 関 の 関 係 に あ る と 考 え ら れ て お り 、 胚 性
癌 腫 細 123,4,5,0)、c1300-3神経 芽 細 1ユ 腫 細
胞 7,8)、骨 髄 性 白 血 病 細 胞 9)等が 分 化 す る こ
と に よ り in vivoでの 腫 瘍 形 成 能 が 抑 制 さ れ
る こ と が 報 告 さ れ て い る 。 こ の 様 に 、 腫 瘍 性
増 殖 と 分 化 は 背 反 す る 関 係 に あ り 、 あ た か も
正 常 幹 細 胞 の 自 己 増 殖 と 分 化 と の 関 係 と 類 似
し 、 こ れ ら は 同 時 に 研 究 す る こ と に よ つ て 、
二 つ の 間 に 存 在 す る 制 御 機 構 を 明 か に す る こ
と が で き る も の と 考 え ら れ る 。 そ の 格 好 な 実
験 系 と し て 、 自 己 増 殖 お よ び 分 化 が
in vitroで容 易 に 再 現 で き る 培 養 細 胞 、 テ ラ
ト カ ル シ ノ ー マ (奇形 癌 )があ る 。
マ ウ ス テ ラ ト カ ル・シ ノ ー マ は 、 初 期 胚 体
お よ び 生 殖 細 1赳 に 由 来 す る と さ れ 10,11)、胚
性 癌 腫 (Ettb r y on a l Carcinoma:EC)細胞 を
幹 細 胞 に も つ 。 こ の EC細胞 は 悪 性 腫 瘍 と し
て 無 限 の 増 殖 能 を 示 す と 同 時 に 三 胚 葉 性 組 織





●llJJ組織 、 腺 上 皮 等 )に分 |ヒ し 、 初 期 胚 と 同 じ
様 な 多 分 fL能を 有 す る こ と か ら 幹 細 胞 お よ び
腫 瘍 の 増 殖 と 分 ILの市1御、 な ら び に 初 期 胚 発
生 の 有 用 な 研 究 モ デ ル と さ れ て い る 。
1974年、 Brinsterら5)は、 テ ラ ト カ ル シ ノ
ー マ 幹 細 胞 を 正 常 マ ウ ス 胞 胚 に 注 入 し 、 そ れ
を 偽 妊 娠 さ せ た 仮 親 の 子 宮 内 に 移 植 す る と 、
そ の 胚 は テ ラ ト カ ル シ ノ ー マ 幹 細 胞 を 組 み 込
み 、 正 常 胚 発 生 を 行 い 、 本 来 の 胚 細 胞 と 、 テ
ラ ト カ ル′シ ノ ー マ 由 来 の 細 胞 か ら な る キ メ ラ
マ ウ ス を 生 じ る こ と を 報 告 し た 。 ま た 、 1975
年 に Hintzら6)が遺 伝 的 標 識 を 施 し た テ ラ ト
カ ル シ ノ ー マ 細 胞 を 用 い て 、 こ の 幹 細 胞 は キ
メ ラ マ ウ ス の よ)らゆ る 組 織 に 分 iヒ し 、 し か も 、
そ の 悪 性 腫 瘍 と し て の 性 質 を 失 う こ と を 示 し 、
さ ら に 、 腫 瘍 形 成 能 を も つ 幹 細 胞 と 個 体 発 生
に 関 与 す る 細 胞 が 同 一 の も の で あ る こ と を 証
明 し た 。 す な わ ち 、 悪 性 腫 瘍 で あ る 1個の テ
ラ ト カ ル シ ノ ー マ 幹 細 胞 は 、 正 常 胚 に 組 み 込





●て 分 ILし腫 瘍 形 成 能 を 失 う が 、 自 己 増 殖 可 能
な 条 件 下 で は 、 そ の 分 裂 増 殖 過 程 で 適 宜 、 分
イヒ細 胞 を 産 み 出 し な が ら 無 限 に 増 殖 し 、 様 々
な 分 化 組 織 を 含 む 腫 瘍 を 形 成 し 、 つ い に は 個
体 を 腫 瘍 死 に 至 ら し め る と い う 性 質 を 持 つ 。
1970年に Rosenthalら12)が自 然 発 生 し た 精
巣 奇 形 癌 か ら 、 さ ら に 1978年に Hartinら13)
が 自 然 発 生 し た 卵 巣 奇 形 癌 か ら EC細胞 株 を 樹
立 し て 以 来 、 現 在 ま で に 、 多 数 の EC細胞 株
が 分 離 さ れ て い る 。 そ の 中 の 1つで あ る F9
細 胞 は 、 初 期 胚 の 内 部 細 lL塊と 同 等 と み な さ
れ 、 自 発 的 に は 分 |ヒ し な い が 、 in vitrOで
レ チ ノ イ ン 酸 に よ り 原 始 内 胚 葉 様 細 胞 に 分 化
誘 導 さ れ 14,15,16.17)、さ ら に c―AMPで壁 側
内 IIS葉に 18)、ま た 凝 集 さ せ る こ と に よ り 臓
側 内 胚 葉 に 分 |ヒ す る 10)。
現 在 ま で 、 前 述 の よ う に 、 癌 細 胞 の 分 化 に
関 す る 報 告 は 多 数 み ら れ る が 、 い ず れ も 分 化
誘 導 に 際 し て |ヒ 学 薬 剤 処 理 等 を 施 し て お り 、





●た め 、 以 後 の 解 析 を 困 難 に し て い る 。 そ こ で 、
腫 瘍 性 増 殖 か ら 分 化 決 定 へ の 制 御 機 構 の 解 明
を 目 的 と し て 、 可 及 的 に 爽 雑 性 を 排 除 し た 、
in vitro実験 系 を 確 立 す る に は 、 細 胞 遺 伝
学 的 手 法 が 有 用 と 考 え ら れ る 。
1983年、 Nishimuneら20)はF9細lLを用
ぃ て 、 DNA合 成 阻 害 が 分 化 を 誘 導 す る こ と
を 示 し た 。 こ の こ と は 、 テ ラ ト カ ル シ ノ ー マ
細 胞 に お い て は 、 細 胞 増 殖 を 細 胞 周 期 の S期
で 阻 害 す る こ と に よ り 、 自 己 複 製 の 周 期 か ら
細 12分化 へ の 切 り 換 え が 起 こ る こ と を 示 唆 し
て い る 。 そ こ で 、 腫 瘍 細 胞 の 腫 瘍 性 増 殖 か ら
分 IL決定 へ の 市1御機 構 を 解 明 す る た め に 、 テ
ラ ト カ ル シ ノ ー マ 細 胞 の 増 殖 に 関 す る 温 度 感
受 性 (temperature―sensitive:主s)変異 株 を
分 離 し 、 そ の 中 で 、 非 許 容 温 度 に て 分 化 形 質
を 発 現 す る 変 異 株 を 用 い て 、 腫 瘍 細 胞 の 分 化





●材 料 と 方 法
1.細胞 お よ び 細 胞 培 養 法
マ ウ ス テ ラ ト カ ル シ ノ ー マ F9細胞 は 、 1967
年 に Stevensら21)がマ ウ ス の 精 巣 に 6日胚 を
移 植 す る こ と に よ り 得 た 、 移 植 可 能 な 腫 瘍
OTT6050から 、 1973年、 Bernstineら22)が樹
立 し た 細 胞 株 で あ る 。 野 生 株 F9細胞 お よ び そ
の ts変異 株 は ゼ ラ チ ン (和光 純 薬 、 大 阪 )処
理 し た プ ラ ス チ ッ ク デ ィ ッ シ ュ ( CORNING
LABORATORY,U.S,A.)で10%牛胎 児 血 清 (FCS
: GIBCO LA30RATORIES,UoS.A.)、 5 mM L―
グ ル タ ミ ン (和光 純 薬 、 大 阪 )、 l mMビル
ビ ン 酸 ナ ト リ ウ ム (和光 純 薬 、 大 阪 )、 お よ
び 重 曹 添 加 の Eagle ME‖培 地 (MEM:日水 製
薬 、 東 京 )を用 い て 、 非 許 容 温 度 (39・C)ま
た は 、 許 容 温 度 (32.5'C)に設 定 さ れ た 5%
炭 酸 ガ ス 培 養 器 (三洋 電 機 特 機 、 東 京 )中で
培 養 し た 。 培 地 は 3日毎 に 交 換 し 、 さ ら に 、
細 胞 を 、 飽 和 状 態 に な る 前 に 、 0.125%トリ





●0.5m‖エ チ レ ン ジ ア ミ ン 四 酢 酸 ニ ナ ト リ ウ ム
(EDTA:和光 純 薬 、 人 阪 )添加 の Ca2+、Mg2+
を 含 ま な い リ ン 酸 緩 衝 生 理 食 塩 水 (PBS(―):
pH 7.3)で32.5`C、20分問 処 理 し て 継 代 培
養 を 行 つ た 。
分 化 誘 導 剤 で あ る レ チ ノ イ ン 酸 ( RA,all
trans:SIG‖A Chemical Company,U.S.A.)はエ
タ ノ ー ル に 溶 解 し 、 10~3Mの溶 液 と し 、 -20°C
に 遮 光 保 存 し た 。 使 用 に 際 し て 、 滅 菌 水 で
10-5Mに希 釈 し 、 こ れ を 最 終 濃 度 10-7‖と な る
様 に 培 地 に 加 え 、 分 化 誘 導 に 使 用 し た 。
2.温度 感 受 性 (望」 変 異 1業 の 分 離
DNA合成 阻 害 に よ る 増 殖 に 関 す る 温 度 感
受 性 変 異 株 の 効 果 的 な 分 離 は 、 Nishinoto
ら 23,24)の方 法 に 従 つ た (図1)。し か し 、
分 離 す べ き 温 度 感 受 性 変 異 株 は 、 非 許 容 温 度
に て 増 殖 を 停 止 す る と 共 に 、 分 化 す る こ と が
予 想 さ れ 、 そ の 分 化 に よ り 増 殖 が 不 可 逆 的 変
化 を き た す こ と を 避 け る た め に 、 37.5・Cでの





●を 増 や す こ と に 留 意 し た 。
1)突然 変 異 の 誘 発
ゼ ラ チ ン 処 理 し た 60m‖プ ラ ス チ ッ ク デ イ
ッ シ ュ に 5x104播種 し た 対 数 増 殖 期 に あ る
野 生 株 F9細胞 を 用 い て 、 ま ず 培 地 を 除 い て 、
PBS(―)で2度洗 つ た 後 、 無 血 清 ME‖培 地 に 移
し 、 32.5。Cで 24時間 培 養 し た 。 こ こ で 、
10%FCSを含 む 培 地 に 移 し









突 然 変 異 誘 発 剤
ロ ツ グ ア ニ ジ ン
(MNNG:和光 純 薬 、 大 阪 )を 最 終 濃 度 1.5
μ g/ml と な る よ う に 培 地 に 加 え 、 16時間 、
32.5'Cで培 養 し た 。 そ の 後 、 培 地 を 除 き 、
PBS(―)で 2度洗 い 、 通 常 培 地 に 戻 し 、 2日
間 、 32.5'Cで培 養 し 、 変 異 を 固 定 し た 。
2)変異 細 胞 の 濃 縮 と 特 異 的 選 択
O   MNNGで処 理 し た 細 胞 を 35mmプラ ス チ ッ ク
デ ィ ッ シ ュ に 値 え か え 、 24時間 、 32.5 iC
で 培 養 し た 。 そ の 後 、 培 地 を 除 き 、 PBS(―)で
2度洗 浄 後 、 無 血 清 ME‖培 地 に 移 し 、 32.5・C
で 培 養 し た 。 14時間 後 、 同 調 し た 細 胞 を 10
●
-8-
●%FCSを含 む 培 地 に 移 し か え 、 直 ち に 、
37.5=Cの5'6炭酸 ガ ス 培 養 器 に 移 し た 。
1～2時間 培 養 後 、 5-フロ ロ 2ー・ ―デ オ キ シ
ウ リ ジ ン (5-FUdR: SIGMA Chenical Company,
U.S.A.)を最 終 濃 度 25ェιg/ml,ウリ ジ ン
(SIGHA Chenical Company,U,S.1.)を 最
終 濃 度 125μ g/mlとな る よ う に 加 え 、 37.51C
で  8ヽ 16時間 培 養 し た 。 そ の 後 、 FUdR―
Uridineを合 む 培 地 を 除 き 、 PBS(―)で3度洗
浄 し 、 チ ミ ジ ン (IdR:SIGMA Chemi cal Com―
pany,U.S.1.)を最 終 濃 度 25μ g/‖1を 合 む 10
%FCS―MEM培地 に 移 し か え 、  32.5°Cで 2～3
日 培 養 後 、 2回 日 の FUdRによ る 選 択 を 行 つ
た 。 以 上 の FUdR 選 択 を 10～・15回繰 り 返 し
た 。
3)温度 感 受 性 変 異 株 の 分 離
FUdR選択 を 繰 り 返 し た 変 異 細 胞 を 35mm
プ ラ ス チ ッ ク デ ィ ッ シ ュ に 播 種 し 、 32.5'Cで
コ ロ ニ ー を 形 成 さ せ 、 3回以 上 、 コ ロ ニ ー ク





●度 ( 32.5'C)と非 許 容 温 度 (39。0・C)で培
養 し 、 両 温 度 で の 増 殖 を 比 較 し 、 井 許 容 温 度
で の 増 殖 が 許 容 温 度 で の 増 殖 に lLべて 悪 い 株
を 、 増 殖 に 関 す る 温 度 感 受 性 変 異 株 と し て 分
離 し た 。
3.増殖 曲 線
野 生 株 F9細胞 と 壺 変 異 細 胞 を 10%FCS添
加 ME‖培 地 を 用 い て 、 ゼ ラ チ ン 処 理 し た 35mm
プ ラ ス チ ッ ク デ イ ッ シ ュ に 2x104個播 種 じ
許 容 温 度 で 12時間 培 養 し 、 一 部 を 非 許 容 温
度 に 移 し た 。 さ ら に 、 増 殖 阻 害 の 可 逆 性 を 調
べ る た め に 、 非 許 容 温 度 で 1～3日間 培 養 し
た 細 胞 を 経 時 的 に 、 許 容 温 度 に 下 げ た 。 細 胞
数 の 算 定 は 、 培 地 を 除 い た 後 、 PBS(―)で2度
洗 浄 後 、 0.125'`トリ プ シ ン と 0.5mM EDTA
含 有 の PBS(―)を 用 い 、 32.5・Cで 20分問 処
理 し 、  10% FCS添力‖ ME‖培 地 で 細 胞 浮 遊 液
と し 、 コ ー ル タ ー カ ウ ン タ ー (COULTER
ELECTRONICS,INC:U.S.A.)にて 行 つ た 。






1)1251-フィ ブ リ ノ ー ゲ ン 標 識
フ ィ ブ リ ノ ー ゲ ン (3ovine、Fraction l、
Type4 :SIGMA Chemical Company,U.S.A.)を
PBS(―)に溶 解 し 、 10mg/‖1の溶 液 lmlを、 連
沈 し 、 そ の 上 清 を 採 取 し た 。 そ の フ ィ プ リ ノ
ー ゲ ン 溶 液 に 1251_Naをl mci加え 、 P―ト ル エ
ン ス ル′フ ォ ン ク ロ ロ ア ミ ド ナ ト リ ウ ム 三 水 和
物 (ク ロ ラ ミ ン r´':和光 純 薬 、 人 阪 )を0.3‖
燐 酸 緩 FJ‐ 液 (PB:pH 7.5)で希 釈 し 最 終 濃 度
5mg/■1と し 、 こ れ を フ ィ ブ リ ノ ー ダ ン 溶 液 に
0.5ml加え 、 10分間 、 水 中 で 撹 拌 し た 。 次 に 、
メ タ 重 亜 硫 酸 ナ ト リ ウ ム (ピロ 亜 硫 酸 ナ ト リ
ウ ム )(和光 純 薬 、 大 阪 )を0.3M PBで最
終 濃 度 5mg/mlとし 、 こ れ を 0.5ml加え 、 5分間 、
水 中 で 撹 伴 し た 。 最 後 に 、 グ リ シ ル Lー―チ ロ
シ ン (和光 純 薬 、 大 阪 )の 0.lM水溶 液 を
0.lml加え 、 5分間 、 氷 中 で 撹 拌 し た 。 こ の
1251_フィ ブ リ ノ ー ゲ ン 溶 液 を セ フ ァ デ ッ ク








充 填 し た カ ラ ム に 加 え
放 射 活 性 を 測 定 し 、 4
溶 出 し た VOid画分 の
Cにて 保 存 し た 。 使
●
用 に 際 し て
プ ラ ス チ ッ
1251_フィ ブ リ ノ ー ゲ ン 溶 液 を
チ ュ ー プ に 約 100,000cPmとな る
よ う に 加 え 、 乾 燥 さ せ た 後 、 実 験 に 供 し た 。
2)1251_フィ ブ リ ン 法
lx105の細 胞 を 35mmプラ ス チ ッ ク デ ィ ッ シ
ュ に 播 種 し 、 32.5'Cで12時間 培 養 後 、 39.0・C
に 移 し た 。 各 培 養 日 の 24時間 前 に 、 血 清 無
添 加 の MEM培地 で 洗 浄 し 、 lmlの0.2%牛血 清
ア ル ブ ミ ン ( 3SA, fr.5: SIGMA Che‖ical
Companyl U.S.1.)添加 の MEM培地 を lml加え 、
両 温 度 に て 培 養 し 、 そ の 培 養 上 清 ( Con―
ditioned MediuniCM)を採 取 す る こ と に よ り
培 地 中 に 放 出 さ れ た PAの活 性 を 、 Unkeless
ら 25)の1251_フィ ブ リ ン 法 に 準 じ て 測 定 し
た 。 す な わ ち 、 あ ら か じ め 、 1251_フィ ブ
リ ノ ー ゲ ン 処 理 し た プ ラ ス チ ッ ク チ ュ ー ブ を
lmlの5%牛血 清 (阪大 微 生 物 病 研 究 会 、 大




●処 理 し 、 フ イ ブ リ ノ ー ダ ン を フ ィ ブ リ ン に 変
え た 。 次 に 、 培 地 を 除 去 後 、 PBS(―)で2度洗
浄 し 、 0.3mlのCMと最 終 濃 度 0.05U/mlの牛
プ ラ ス ミ ノ ー ゲ ン (第一 化 学 薬 品 、 東 京 )を
加 え 、 22 2ヽ4時間 、 37i Cで反 応 さ せ 、 可 溶
化 し た  1251-フィ ブ リ ン を Autogamma
Couter(BECK‖AN,U.S.A.)で測 定 し 、 以 下 の





全 1251_フィ ブ リ ン の 放 射 活 性 (cPm)
ま た 、 PA活性 と 同 時 に 、 細 胞 数 を 算 定 し 、 PA
活 性 を 培 養 細 胞 数 あ た り の 値 に 補 正 し た 。
5.細胞 表 面 膜 抗 原 (SSEA-1抗原 )の変 化
SSEA-11完原 ( Stage Specific E‖bryonic
Antigen-1)は、 1978年、 Solterら26)が作 成
し た 、 F9細胞 に 対 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 に
よ り 認 識 さ れ る 細 胞 表 面 膜 抗 原 で あ る 。 こ の
●
-13-
●SSEl-1抗原 は 、 全 て の EC細胞 に お い て 発 現 し
て い る が 、 テ ラ ト カ ル シ ノ ー マ か ら 分 離 さ れ
た 多 く の 分 化 型 細 胞 株 及 び レ チ ノ イ ン 酸 で 分
化 誘 導 し た F9細胞 で は 消 失 し て い る こ と か ら
未 分 化 EC細胞 の マ ー カ ー と さ れ て い る 。 そ こ
で SSEA-1抗原 の 変 化 を 補 体 依 存 性 細 胞 障 害 度
テ ス ト に て 検 討 し た 。
各 温 度 で 各 時 間 培 養 し た 細 lLを、 2x105/ml
の 細 胞 浮 遊 液 に し 、 マ イ ク ロ タ イ ト レ ー シ ョ
ン プ レ ー ト の 各 区 画 上 に Hamllton注射 器 を
付 け た 反 復 分 注 器 を 用 い 、 加 湿 下 で lμ lず
つ 添 加 し た 。 さ ら に 、 段 階 希 釈 し た 抗 SSEA-1
モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 俸 を lμ lずつ 添 加 し 、 加
湿 器 中 で 、 40C、40分間 、 静 置  し た 。 次 に 、
補 体 (モル モ ッ ト 血 清 )をlμ lずつ 添 加 し 、
37・Cで 30分間 保 温 し た 。 最 後 に 、 40%グリ
セ リ ン (和光 純 薬 、 大 阪 )水溶 液 と 、 1%グ
ル タ ル ア ル デ ヒ ド (和光 純 薬 、 大 阪 )一PBS
溶 液 を 1:1に混 合 し た 固 定 液 を lμlず■,





●一 卜 に 蓋 を の せ 、 密 閉 し 、 位 |‖ 差 顕 微 鏡 に て
・   検 鏡 し 、 死 細 胞 数 /全細 胞 数 ('`)を算 定 し
細 胞 障 害 指 数 を 以 下 の 式 よ り 求 め た 27)。
細 胞 障 害 指 数 =
%死 細 1餞 -1■体 無 添 加 時 の %死細 胞
100-抗体 無 添 加 時 の %死細 胞
6.アル カ リ フ ォ ス フ ァ タ ー ゼ (ALP)活性
5001日の 壺 変 異 細 胞 を 60mmプラ ス チ ッ ク
デ ィ シ ュ に 播 種 し 、 32.5°Cにて 24時間 培 養
し た 後 、 39.Oi Cに移 し 各 時 間 培 養 し た 。 そ の
後 、 培 地 を 除 去 、 PBS(―)にて 2度洗 浄 し 、
ホ ル マ リ ン :メタ ノ ー ル =1:9の冷 却 し た 固
定 液 に て 2～3分間 固 定 し た 。 次 に 、 遮 光 下
で 、  Fast Blue RR Salt ( SIGMA Chellical
Company,U.S.A.)を最 終 濃 度 0。05%とな る
様 に 、  0.25%  Naphtol  AS―‖X Phosphate




●ny,U.S.A.)の最 終 濃 度 0.01%水溶 液 に 加 え 、
こ の 染 色 混 合 液 を 30秒以 内 に 炉 過 し 、 そ の 炉
液 を 固 定 し た 細 胞 に 加 え 、 37・Cで30分間 、 遮
光 下 に て 染 色 し た 。 そ し て 、 染 色 液 を 除 去 後 て
水 洗 し 、 各 コ ロ ニ ー の 染 色 性 の 有 無 を 判 定 し
た 。
7.軟寒 天 培 地 中 で の コ ロ ニ ー 形 成 能
39.0。Cで 48時間 、 96時間 、 分 化 誘 導 し た
ts変異 細 胞 と F9細胞 を 、 1.5%寒天
( Difco,U.S.A.)で前 処 理 し た 60mmプラ ス
チ ッ ク デ ィ ッ シ ュ に 、 最 終 濃 度 0.45%の寒
天 を 含 む 10%FCS―ME‖培 地 に 播 種 し 、 2週間 後
に 8個以 上 の 細 胞 か ら な る コ ロ ニ ー 数 を 算 定
し た 。
ま た 、 同 時 に 、 上 記 前 処 理 時 の 細 胞 の 生 存
率 を PhiHipsら28)のエ リ ス ロ シ ン Bの色 素
排 除 法 に 従 つ て 算 定 し た 。
8.腫瘍 形 成 能
変 異 細 胞 の 分 fヒ 誘 導 後 の







●間 、 96時間 前 処 理 し た 細 12を、 EDTA―ト リ プ
シ ン 処 理 に よ り 採 取 し 、 最 終 濃 度 5x100/ml
の 細 胞 浮 遊 液 と し た 。 4ヽ 5週齢 の 129/SV同
系 雄 マ ウ ス の 剃 毛 し た 背 部 皮 内 に 、 上 記 の 各
前 処 理 条 件 の 細 12浮遊 液 を 0.lml接種 し 、 接
種 後 1ケ月 間 観 察 し 、 触 知 さ れ う る 腫 瘍 の 有
無 を 判 定 し た 。
9.腫瘍 形 成 細 胞 の 温 度 感 受 性 及 び 分 化 形 質
の 発 現
マ ウ ス に 形 成 さ れ た 腫 瘍 が 小 指 頭 大 に 達 し
た 時 、 腫 瘍 を 無 菌 的 に 摘 出 し 、 PBS(―)の中 で
2度洗 浄 後 、 結 合 組 織 を 除 く と と も に 腫 瘍 実
質 を ピ ン セ ッ ト に て 細 分 化 し 、 次 に 、 EDTA―
ト リ プ シ ン 溶 液 に 浸 漬 し 、 32.5t Cで 10分間
処 理 し た 。 そ の 後 、 10%FCS―‖E‖培 地 を 加 え 、
細 胞 懸 濁 液 と し 、 こ れ を ナ イ ロ ン メ ッ シ ュ に
て 炉 過 後 、 炉 液 を 遠 沈 し た 。 そ の 細 胞 沈 澄 に
10%FCS―MEM培地 を 加 え 細 胞 浮 遊 液 と し た 後 、
60mmプラ ス チ ッ ク デ ィ ッ シ ュ に 播 種 し 、 組 織





●殖 の 温 度 感 受 性 お よ び 分 |ヒ 形 質 の 発 現 の 有 無




●結     果
1.マウ ス テ ラ ト カ ル・シ ノ ー マ F9細胞 の 温 度
感 受 性 変 異 株 の 分 離
前 述 の 方 法 で 、 約 200株の ク ロ ー ン を 分
離 し 、 各 ク ロ ー ン に つ き 許 容 温 度 (32.5t C)
と 非 許 容 温 度 (39.0'C)での 増 殖 を 比 較 し 、
非 許 容 温 度 で の 増 殖 が 許 容 温 度 で の 増 殖 に 比
べ て 悪 い 60株を 分 離 し た 。
以 下 、 ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル 1500(PEG
1500:Boehringer Mannheim G llb H, W.Germany)
を 用 い た 細 胞 融 合 法 に よ る 相 補 性 試 験 に て 、
異 な る 相 補 群 に 属 す る こ と が 半1明 し た (デ
ー タ は 示 し て い な い )、2つの 壺 変 異 株 、
B14.231とCH.222につ い て 解 析 を 行 な つ た 。
2.増殖 曲 線
野 生 株 F9細胞 の 細 1ユ 倍 加 時 間 は 、 32.5'Cで
18～19時間 、 39.0。Cでは 12～13時間 で あ り
(図2)、一 方‐、 壺 変 異 株 の 細 胞 倍 加 時 間 は 、
32.50Cで18～19時間 で あ る こ と か ら 、 許 容 温





●っ た (図3、 4)。 し か し 、 t旦変 異 株 で は 、
39.0・Cでの 増 殖 率 は 低 下 し 、 そ の 増 殖 の 様 相
は 、 ク ロ ー ン ご と に 様 々 で あ つ た 。 す な わ ち 、
B14.231は、 約 2回 、 Cll.222では 約 3回分 裂
し た の ち 、 増 殖 を 停 止 し た 。 次 に 、 39.0'Cで
様 々 な 時 間 培 養 し た 後 、 許 容 温 度 に 移 し て 増
殖 の 可 逆 性 を 検 討 し た 。 図 3、 4に示 す 様 に 、
増 殖 の 回 復 は 遅 延 し 、 野 生 株 の レ ベ ル に は 達
し な か っ た が 増 殖 の 可 逆 性 を 保 持 し て い た 。
づ。な わ ち 、 主二変 異 株 は 、 39.0・Cにて も 1～3日
間 は 分 裂 能 を 保 持 し 、 そ の 可 逆 性 は 非 許 容 温
度 で の 培 養 時 間 に 依 存 す る こ と が 明 ら か と な
っ た 。
3.分化 形 質 の 発 現
1)細胞 形 態 の 変 fL
位 相 差 顕 微 鏡 で'観察 す る と 、 野 生 株 F9細胞
の 形 態 は 、 円 形 で 細 胞 質 に 乏 し く 、 基 質 と の
接 着 性 が 弱 い 。 そ し て 、 細 1赳 間 の 接 着 は 強 く 、
緊 密 な コ ロ ニ ー を 形 成 し 、 細 胞 間 の 境 界 も 不





●方 、 F9細胞 を レ チ ノ イ ン 酸 で´ 4日間 処 理 し 分
化 誘 導 す る と 細 12間の 接 着 性 が 低 下 し コ ロ ニ
ー は 粗 に な り 、 各 細 胞 は 基 質 上 に 広 が り 扁 平
な 三 角 形 に 変 fLする (図5-B)。
ts変異 株 は 、 32.5`Cでは 野 生 株 と 同 様 な
形 態 を 示 す が (図5-C、E)、39.0°Cにて
48時間 培 養 す る と 、 一 部 の 細 胞 は 基 質 か ら 遊
離 し 、 そ の 他 は レ チ ノ イ ン 酸 処 理 時 と 同 様 、
細 胞 形 態 が 不 均 一 に な る と と も に 、 経 時 的 に
内 胚 葉 様 細 Л包に 変 化 し た (図5-D、 F)。
2)PAの産 生
図 6に示 す 様 に 、 許 容 温 度 で は 、 埜 変 異
株 B14.231とCll.222は野 生 株 F9細胞 と 同 程 度
の 1～7%の僅 か な PAを産 生 す る の み で あ っ た
し か し 、 非 許 容 温 度 に 上 げ る と 、 F9細胞 で は
PA活性 に 有 意 な 変 ・lLは認 め ら れ な か つ た が 、
ts変異 、株 で は 、 経 時 的 に PA活性 が 増 加 し た 。
し か も 、 そ の PA活性 度 は 壺 変 異 株 間 に お い
て 僅 か に 異 な つ て お り 、 非 許 容 温 度 で の 培 養





●は 20%以上 の PA活性 を 示 し 、 許 容 温 度 で の PA
活 性 に 比 べ て 顕 著 な 増 加 を 認 め た 。
3)SSEA-1抗原 の 変 化
抗 SSEA-1モノ ク ロ ー ナ ル 抗 俸 を 用 い て 、
SSEA-1抗原 の 変 化 を llli体依 存 性 組 胞 障 害 度 試
験 に て 検 討 す る と 、 野 生 株 F9細胞 は 、 非 許 容
温 度 で 3～4日培 養 し て も 許 容 温 度 と 同 様 、
障 害 を 受 け 、 培 養 温 度 に よ る SSEl-1抗原 の 変
化 は 認 め ら れ な か つ た 。 こ の 野 生 株 F9をレ チ
ノ イ ン 酸 で 分 化 誘 導 す る と 、 許 容 温 度 、 非 許
容 温 度 の F9と比 較 し て 細 胞 障 害 指 数 の 有 意
な 低 下 を示 した (図7)。 一 方 、 笙 変 異 株
B14.231では 許 容 温 度 で 野 生 株 F9と同 様 に 高
い 細 胞 障 害 指 数 を 示 し た が 、 非 許 容 温 度 で 各
時 間 培 養 す る と 、 培 養 時 間 に 伴 っ て 、 細 胞 障
●   害 指 数 の 低 下 を 認 め 、 4日日 で は 許 容 温 度 に
比 べ 、 抗 俸 8倍希 釈 で 約 55%減少 し て い
た (図8)。 ま た 、 Cll.222では 、 同 じ 抗 体
希 釈 度 で 約 43%減少 し て い た (図9)。 す




●培 養 す る と 経 時 的 に SSEA-1抗原 が 減 少 し 、 分
化 が 誘 導 さ れ た こ と を 示 し て い る 。
4)ア ル カ リ フ ォ ス フ ァ タ ー ゼ (ALP)染色
ALPの組 織 化 学 的 染 色 を 施 す と 、 野 生 株 F9
細 胞 の 人 部 分 の コ ロ ニ ー は 、 肉 限 的 に 青 紫 色
(ALP陽性 )を 呈 づいる の に 対 し て 、 F9細胞 を レ
チ ノ イ ン 酸 で 4日間 処 理 し 、 分 iヒ 誘 導 し た コ
ロ ニ ー は 染 色 さ れ な い か 、 ま た は 淡 黄 色 (lLP
陰 性 )を 示 し た (図10)。壺 変 異 株 は 、 許 容
温 度 で は 、 野 生 株 と 同 様 、 ほ ぼ 全 て の コ ロ ニ
ー が 青 紫 色 を 里 し た の に 対 し 、 非 許 容 温 度 で
は 、 高 温 で の 培 養 時 間 の 延 長 、 す な わ ち 、 分
ILが誘 導 さ れ る と 共 に 、 総 コ ロ ニ ー 数 は 同 一
で あ る に も か か わ ら ず 、 内 眼 的 に 、 ALP活性
が 陽 性 を 示 す コ ロ ニ ー 数 の 著 明 な 減 少 を 認 め
た (図11)。 つ ま り 、 B14.231では 48時
間 で 約 70%、 Cll.222では 約 50%のコ ロ ニ
ー が ALP活性 陰 性 を 呈 し た 。 し か し 、 ALP活性
陰 性 の コ ロ ニ ー 数 は 96時間 培 養 し て も 、 そ れ





●1つの コ ロ ニ ー 1勺 で も 中 心 部 は 帯 青 紫 色 を 示
し 、 周 辺 部 の 細 胞 が 淡 黄 色 を 里 す る コ ロ ニ ー
も 散 見 さ れ た 。
4.軟 寒 天 培 地 中 で の コ ロ ニ ー 形 成 能 、 お よ
び プ ラ ス チ ツ ク デ ィ ッ シ ュ 上 で の コ ロ ニ ー 形
"t 
育ヒ
許 容 温 度 、 非 許 容 温 度 で 各 時 間 培 養 し 、 分
化 誘 導 し た 細 胞 の 生 存 率 は 約 90%以上 で あ り
(表1)、こ れ ら の 細 胞 を 用 い て 、 以 下 の 実
験 を 行 っ た 。
軟 寒 天 培 地 中 で の コ ロ ニ ー 形 成 能 、 す な わ
ち 、 基 質 非 依 存 性 増 殖 能 (   anchorage
independent growth)は in vitroで腫 瘍
形 成 能 を 反 映 す る と さ れ て い る 。 さ ら に 、 プ
ラ ス チ ッ ク デ ィ ッ シ ュ 上 で の コ ロ ニ ー 形 成 能
●   は 自 己 増 殖 能 の 指 標 と 考 え ら れ る 。 そ こ で 各
時 間 、 非 許 容 温 度 で 培 養 し 、 分 ′fL誘導 し た
ts変異 株 の 基 質 非 依 存 性 増 殖 能 と 自 己 増 殖
能 を 検 討 し た 。




●討 す る た め 、 プ ラ ス チ ッ ク デ イ ッ シ ュ 上 で の
コ ロ ニ ー 数 を 調 べ る と 、 非 許 容 温 度 で 培 養 し
た 時 、 野 生 株 F9、 tュ変 異 株 B14.231、Cll.222
は 、 全 て 、 著 明 な 変 ILはな く (図 12)、非 許
容 温 度 で 培 養 し て も 許 容 温 度 の 時 と 同 じ 自 己
増 殖 能 を 保 持 し て い る こ と が 明 ら か と な っ た 。
一 方 、 軟 寒 天 培 地 中 で の コ ロ ニ ー 数 は 、 非 許
容 温 度 で 培 養 す る と 、 野 生 株 F9では ほ と ん ど
変 化 は 認 め ら れ な か つ た (50'6減少 )が、 二
変 異 株 B14.231とCH.222では 、 非 許 容 温 度 で
培 養 し 、 分 化 誘 導 す る と 、 各 々 、 0.1%、
0。016%と著 明 に 低 下 し た 。 す な わ ち 、 分 化
誘 導 に よ り 、 自 己 増 殖 能 は 保 持 し て い る に も
か か わ ら ず 、 軟 寒 天 培 地 中 で の コ ロ ニ ー 形 成
能 は 著 明 に 低 下 す る こ と が 明 ら か と な つ た 。
こ の こ と は 、 こ れ ら の 壼 変 異 株 は 、 非 許 容 温
度 で 培 養_す る こ と に よ り 分 化 が 誘 導 さ れ 、 そ
の 時 、 自 己 増 殖 能 は 保 持 し て い る に も か か わ






●5.腫瘍 形 成 能
非 許 容 温 度 で 各 時 間 培 養 し 、 分 化 誘 導 し た
ts変異 株 と 野 生 株 F9、 お よ び 許 容 温 度 で 培 養
し た 各 細 胞 株 を マ ウ ス 皮 下 に 接 種 し 、 in
vivoにお け る 腫 瘍 形 成 能 を 検 討 し た 。 図 13
に 示 す 様 に 、 野 生 株 F9では 、 非 許 容 温 度 で 培
養 し て も 、 腫 瘍 形 成 率 は 許 容 温 度 で の 培 養 時
と ほ と ん ど 変 化 が な か つ た 。 一 方 、 壺 変 異 株
B14.231では 48時間 の 分 fL誘導 で 10%、 96
時 間 で 80%の腫 瘍 形 成 率 の 低 下 を 認 め に
CH.222では 、 腫 瘍 形 成 率 が 48時間 の 分 |ヒ 誘
導 で 65%に低 下 し 、 96時間 で も そ れ 以 上 の 変
|ヒ は 認 め ら れ な か つ た 。        ｀
6.腫瘍 形 成 細 胞 の 性 状
形 成 し た 腫 瘍 を 無 菌 的 に 摘 出 し 、 in vitr。
に 戻 し た 細 1こ の 性 状 を 調 べ る と 、 温 度 感 受
性 を 保 持 し て お り 、 細 胞 形 態 も 幹 細 lL様で あ
り 、 PAの産 生 も 認 め ら れ な か つ た 。 こ の こ と
か ら 、 腫 瘍 を 形 成 し た 細 胞 は 未 分 化 な 幹 細 胞













発 癌 過 程 に は 、 細 胞 増 殖 と 分 化 の 制 御 機 構
の 異 常 が 複 雑 に 関 与 し 2936)、典 型 的 な 腫 瘍
細 胞 は 低 分 化 で 無 限 の 増 殖 能 を 示 す 37)。 最
近 、 前 脂 肪 幹 細 胞 に 発 癌 の イ ニ シ エ ー タ ー
と 考 え ら れ る 紫 外 線 を 照 射 す る と 、 増 殖 の 制
御 機 構 に は 何 等 影 響 を 及 ぼ さ ず に 、 そ の 細 胞
分 化 の み を 阻 害 こ と が 示 さ れ た 34)。ま た 、
化 学 的 発 癌 物 質 が マ ウ ス 上 皮 細 lLの最 終 分 化
能 を 消 失 さ せ る 35)等の 事 実 か ら 、 分 化 の
制 御 異 常 が 癌 fヒ の 初 期 過 程 に 関 与 し 、 癌 遺
伝 子 の 発 現 を 伴 う 増 殖 の 制 御 異 常 が 後 期 過 程
に 関 与 し て い る 可 能 性 が 示 唆 さ れ た 38)。
1167年、 Pierceら39,40)は、 腫 瘍 は 細 胞 増
殖 そ の も の よ り も 、 む し ろ 細 胞 の 分 IL異常 の
問 題 で あ る と い う 考 え を 提 唱 し た 。 そ こ で 、
腫 瘍 性 増 殖 を 細 胞 分 化 と い う 見 地 か ら 鑑 み る
と 、 最 終 分 化 に 至 つ た 細 胞 は 分 裂 能 を 失 い 、
癌 化 傾 向 に 乏 し い が 、 分 化 過 程 に あ る 細 胞 、




●た 細 胞 で は in vitroで無 限 に 増 殖 す る 能 力
を 獲 得 し た (immortalization)細胞 株 や 、 さ
ら に in vivoでも 増 殖 す る 腫 瘍 形 成 能
(tunorigenicity)を持 つ 、 い わ ゆ る 癌 細 胞 を
生 み 出 し 得 る 。 例 え ば 、 有 隈 の 増 殖 能 を 示 す
初 代 培 養 細 胞 で 、 あ る 種 の 癌 遺 伝 子 の 発 現 を
増 幅 さ せ る こ と に よ つ て 無 限 増 殖 能 を 獲 得 で
き る こ と が 示 さ れ 41-46)、 自 血 病 に お い て
は 、 ′胃'髄球 系 、 ま た は 、 赤 血 球 系 へ の 分 化
過 程 の 様 々 な 段 階 に 由 来 す る 細 胞 株 が 得
ら れ て い る 。 さ ら に 、 網 膜 芽 腫 や Wilms腫
瘍 も  分 化 途 上 の 細 12に由 来 す る も の と 考
え ら れ る 37)。こ れ ら 分 化 途 上 に あ る か 、 あ
る い は 脱 分 化 し た 腫 瘍 細 12が 何 等 か の 方 法
で 最 終 分 |ヒ に 誘 導 さ れ れ ば 、 そ の 悪 性 度 は 消
失 す る も の と 考 え ら れ る 。 こ の 様 な 作 業 仮 説
の 下 に 、 様 々 な モ デ ル 実 験 が 行 な わ れ て い る
例 え ば 、 Honmaら47)は、 in vitrOで顆 粒 球
と マ タ ロ フ ア ー ジ に 分 化 す る ・胃'髄性 白 血 病





●る と 担 癌 マ ウ ス の 生 存 期 間 が 延 長 す る こ と を
報 告 し 、 ま た 、 1980年Stricklandら48)はテ
ラ ト カ ル シ ノ ー マ F9細胞 を 同 系 の 129/Sv
マ ウ ス に 皮 下 接 種 後 、 レ チ ノ イ ン 酸 を 経 口 投
与 し 、 ま た 、 1982年Speersら49)はレ チ ノ
イ ン 酸 を 腫 瘍 実 質 に 注 入 す る こ と に よ り 、 共
に 担 癌 マ ウ ス の 生 存 率 の 増 力‖、 腫 瘍 増 殖 の 抑
制 を 認 め た 。 そ し て 生 化 学 的 お よ び 病 理 学
的 所 見 か ら 、 レ チ ノ イ ン 酸 は 、 in vivoに
お い て も 分 化 を 誘 導 し 、 そ の 結 果 、 腫 瘍 増 殖
を 抑 制 す る こ と を 示 し た 50,51)。さ ら に 、 正
常 細 lLと腫 瘍 細 胞 と の 雑 種 細 胞 を 用 い た 解 析
か ら も 、 分 ILによ つ て in vivoでの 腫 瘍 形
成 が 抑 制 さ れ る こ と が 確 認 さ れ て い る 52)。
以 上 の こ と か ら 、 細 胞 障 害 性 化 学 療 法 に 代 わ
。   る 分 化 誘 導 療 法 の 可‐育ヒ性 が 示 唆 さ れ た が 、 以
後 、 進 展 は み ら れ て い な い 。
マ ウ ス テ ラ ト カ ル シ ノ ー マ は 悪 性 腫 瘍 で あ
る に も か か わ ら ず 、 三 胚 葉 性 組 織 に 分 化 し 得




●こ の 分 |ヒ は 腫 瘍 形 成 能 の 消 失 を 伴 う 39)。ま
た 、 悪 性 腫 瘍 細 胞 が 分 化 し 、 正 常 胚 発 生 に 参
画 し 得 る テ ラ ト カ ル シ ノ ー マ こ そ は 、 癌 化 と
う■ |ヒ に 関 与 す る 本 質 的 な 課 題 を 内 包 し て い る
も の と 考 え ら れ る 。 さ ら に 、 一 般 的 に 、 分 IL
は 、 特 定 方 向 へ の 分 化 の 決 定 と 実 際 に 分 |ヒ 形
質 が 発 現 す る と い う 二 つ の 過 程 が 想 定 さ れ る
が 、 フ レ ン ド 細 胞 等 、 現 在 、 頻 用 さ れ て い る
in vitroでの 分 化 系 は 、 す で に 分 化 決 定
さ れ た 細 胞 を 扱 つ て お り 、 分 化 形 質 の ス イ ッ
チ の on―offのみ を 問 題 と し て い る も の が 多
い 。 一 方 、 テ ラ ト カ ル シ ノ ー マ は 胚 性 の 未
分 化 癌 細 胞 を 幹 細 胞 と し て お り 、 全 く 分 化 決
定 さ れ て い な い 幹 細 12であ る こ と は 、 キ メ ラ
マ ウ ス の 形 成 実 験 か ら 明 白 で あ り 、 そ れ 故 に
こ の 分 化 の 決 定 自 体 を 問 題 と す る こ と が で き
る 。
そ こ で 、 テ ラ ト カ ル シ ノ ー マ を 用 い て 、 腫
瘍 性 増 殖 か ら 分 化 へ の 切 り 換 え の 制 御 機 構 を






戦 略 で あ る が 、 分 化 能 を 有 す る 細 胞 株 を 用 い
て 、 分 化 に 関 す る 遺 伝 的 変 異 株 を 分 離 す る の
が 遺 伝 子 移 入 法 と 相 ま っ て 、 有 力 な 手 法 と な
る 。 し か し 、 現 在 に 至 る ま で 、 テ ラ ト カ ル シ
ノ ー マ の 突 然 変 異 株 で は 、 未 分 化 細 胞 に 特 徴
的 な 表 面 膜 抗 原 SSEA-1を欠 く 変 異 株 54,55,56)
、 分 化 に 関 す る 変 異 株 と し て は 、 レ チ ノ イ ン
酸 耐 性 株 の 分 離 57-60)が報 告 さ れ て い る の み
で あ る 。 こ の 分 化 誘 導 剤 で あ る レ チ ノ イ ン 酸
耐 性 株 と し て は 、 レ チ ノ イ ン 酸 で 分 化 が 誘 導
さ れ ず 、 そ の 自 己 増 殖 能 お よ び 腫 瘍 形 成 能 は
親 株 と 同 一 で あ る も の 、 ま た 、 レ チ ノ イ ン 酸
で 分 ILが誘 導 さ れ る が 最 終 分 化 に は 至 ら な い
変 異 株 が 分 離 さ れ て お り 、 細 胞 質 内 レ チ ノ イ
ン 酸 結 合 蛋 白 質 (CytoPlasmic Retinoic
Acid Binding Protein;cRABP)を介 し た 分 化
誘 導 機 構 が 研 究 さ れ て い る 61.62)。し か し 、
分 化 過 程 の あ る 段 階 で 停 止 す る も の は 、 正 規
の 分 化 誘 導 過 程 と は 別 の 経 路 に 向 か つ て 分 化






vitroでレ チ ノ イ ン 酸 ,1外の lL学薬 剤 、 お よ
び 、 レ チ ノ イ ン 酸 無 添 加 の 他 の 様 々 な 培 養 条
件 に よ つ て も 、 分 化 が 誘 導 さ れ る こ と を 考 え
オしば 、 in vivoで正 常 初 期 胚 発 生 に お い て レ
チ ノ イ ン 酸 の み が 生 理 的 濃 度 で 分 fヒ に 関 与 し
て い る と は 断 定 し 難 く 、 cRABPを介 し た 分 化
誘 導 と は 別 の 、 よ り 本 質 的 な 分 化 誘 導 経 路 の
存 在 を 示 唆 し て い る 。
こ の 様 に 現 実 に 、 分 fLに関 す る 突 然 変 異 株
の 報 告 が 極 め て 僅 か し か な い の は 、 分 化 能 を
持 つ 変 異 株 の 選 択 に 際 し て 、 適 当 な 手 法 が な
い こ と と 、 分 化 能 の 表 現 型 が 比 較 的 容 易 に 変
動 す る こ と に 出 来 す る 。 も し 、 有 効 な 分 fL誘
導 性 の 変 異 株 を 得 よ う と す れ ば 、 何 等 か の 良
い 選 別 方 法 の 開 発 が 必 要 と さ れ る 。
一 方 、 多 く の 他 の 腫 瘍 細 胞 63,64,65,66)と
同 様 に 、 テ ラ ト カ ル シ ノ ー マ 細 胞 の 分 化 は
細 胞 周 期 の 遷 延 と 細 胞 分 裂 の 抑 制 を 伴 う こ と
が 報 告 さ れ 、 細 1包 周 期 の 阻 害 と 分 化 誘 導 と は





●る 20,67)。し か し 、 実 際 に は 、 低 温 で 培 養 し 、
単 に 細 胞 周 期 を 遷 延 さ せ て も 68)、ま た 細 胞
周 期 の 特 異 的 阻 害 の 内 、 無 血 清 培 地 、 お よ び 、
イ ソ ロ イ シ ン 無 添 加 培 地 で Gl期で 停 止 さ せ て
も 、 コ ル セ ミ ド で｀ M期で 停 止 さ せ て も 分 化 は
誘 導 さ れ ず 、 DNA合成 阻 害 剤 で S期を 特 異
的 に 阻 害 し た 時 に の み 分 ILが誘 導 さ れ る 20)。
そ こ で 、 ま ず 、 DNA合成 阻 害 に よ る 増 殖 に
関 す る 変 異 株 を 分 離 す れ ば 、 そ の 中 で 、 分 化
が 誘 導 さ れ る も の が 存 在 す る と い う 作 業 仮 説
に 基 づ い て 、 実 験 を 進 め た 。 ま ず 、 DNA合成
や 細 胞 分 裂 の よ う な 細 胞 の 生 存 に 不 可 欠 な 現
象 が 完 全 に 欠 損 し て い る 変 異 株 は あ り 得 ず 、
そ う い っ た 現 象 を 遺 伝 学 的 に 調 べ る に は 、 条
件 致 死 性 (conditionally lethal)の突 然 変 異
株 の 分 離 が 必 要 で あ る 。 温 度 感 受 性 変 異 (墜羹
は そ の 代 表 的 な も の で 、 許 容 温 度 で は 増 殖 で
き る が 、 親 株 が 増 殖 可 能 な 非 許 容 温 度 で は 増
殖 で き な く な る の が 壺 変 異 株 で あ る 。 そ こ で 、





●で も 、 分 |ヒ を 容 易 に コ ン ト ロ ー ル で｀ き 、 以 後
の 解 析 を 明 瞭 な も の と す る た め 、 in vivoで
も in vitroでも 自 発 的 に 分 fLしな い (nulli―
Potent)F9細胞 株 を 用 い た 。 こ の 細 lL株は レ
チ ノ イ ン 酸 に よ り 分 |ヒ が 誘 導 さ れ 、 正 常 初 期
胚 の 発 生 、 分 化 を 再 現 す る こ と が で き る 。 す
な わ ち 未 分 化 1勺 部 細 胞 塊 に 相 当 す る テ ラ ト カ
ル シ ノ ー マ F9幹細 胞 か ら 原 始 内 胚 葉 、 壁 側 、
臓 側 内 腱 葉 に 相 当 す る 分 化 細 胞 の 出 現 を in
vitroで観 察 す る こ と が で き 、 さ ら に 実 際 に 、
神 経 細 胞 や 筋 内 細 1包 な ど へ 分 化 す る と 共 に 、
腫 瘍 形 成 能 を 消 失 69)する こ と が 知 ら れ て い
る 。 そ こ で 、 テ ラ ト カ ル シ ノ ー マ F9細1包 を 用
い て 、 ま ず 、 増 殖 に 関 す る 壼 変 異 株 を 分 離 し
た 。 す る と 当 初 の 作 業 仮 説 通 り 、 そ の 中 か ら
非 許 容 温 度 に て 分 |ヒ 形 質 を 発 現 す る 変 異 株 、
す な わ ち 、 分 |ヒ に 関 す る 堕 変 異 株 を 分 離 す る
こ と が で き た 。 そ こ で 、 こ れ ら 墜 変 異 株 の 非
許 容 温 度 で の 性 状 に 検 討 を 加 え た 。





●は 、 許 容 温 度 で｀ は 野 生 1朱 F9と同 様 な 増 殖 を 示
す が 、 非 許 容 温 度 で は 2～3回分 裂 増 殖 し た
後 、 細 胞 数 の 増 加 が 認 め ら れ な く な つ た 。 こ
れ は 、 必 ず し も 、 全 て の 細 胞 が 分 ・lLし、 増 殖
が 停 止 し た た め で は な い 。 詳 し く は 、 分 化 誘
導 を 逸 脱 し た 細 1包 の 増 殖 、 高 温 処 理 が 細 胞 障
害 的 に 作 用 し た こ と に よ る 細 lL数の 減 少 、 お
よ び 、 分 化 し 、 さ ら に 増 殖 し 続 け る 分 化 細 胞
の 増 殖 、 ま た 、 分 化 が 速 や か に 進 行 し 、 増 殖
の 停 止 し た 細 胞 等 の 全 て を 反 映 し た も の と 考
え ら オtる 。 壺 変 異 株 B14.231では 、 非 許 容 温
度 培 養 1週間 で 細 胞 数 の 減 少 が み ら れ た が 、
こ れ は 、 分 ・lL誘導 を 逸 脱 し た 細 Лこの 割 合 が 減
少 し 、 細 胞 周 期 の 延 長 し た 分 化 細 胞 、 お よ び
よ り 分 fLし、 増 殖 停 止 後 、 基 質 か ら 遊 離 す る
細 胞 の 害J合が 増 加 し た こ と に よ る も の と 考 え
ら れ る 。
ま た 、 今 回 分 離 し た ク ロ ー ン の 中 に は 、 通
常 の 培 養 細 胞 で 分 離 さ れ て い る 様 な 、 非 許 容





●ts変異 株 は 得 ら オしな か っ た 。 こ 1し は 、 FUdR選
択 の 時 間 を 短 縮 し た こ と に よ る も の か 、 あ る
い は こ の F9細胞 に は そ の 様 な 性 質 を 示 す 変 異
株 が 本 来 存 在 し 得 な い 何 等 か の 機 構 が あ る こ
と に よ る も の か 、 の ど ち ら か に 起 因 す る と 考
え ら れ る 。 こ れ ら の 堕 変 異 株 は 、 増 殖 に 関 し
て 、 可 逆 性 を 保 持 し て い た が 、 非 許 容 温 度 で
の 培 養 時 間 と 共 に 、 増 殖 の 回 復 は 遅 延 し た 。
こ れ は 、 分 化 へ 方 1句 づ け さ れ た 細 胞 は 、 一 般
的 に 増 殖 率 が 低 下 す る と い う 事 実 を 反 映 し て
い る も の と 考 え ら れ る 。7)。 さ ら に 、 こ れ ら
の tュ変 異 株 は 非 許 容 温 度 で の 培 養 に よ り 、 内
胚 葉 様 細 胞 に 形 態 変 ILをお こ し た 。 す な わ ち 、
非 許 容 温 度 で 分 化 が 誘 導 さ れ 、 細 胞 周 期 が
延 長 し 、 細 胞 の 増 殖 率 が 低 下 す る と 共 に 、 細
胞 間 接 着 が 弱 く な る た め 、 粗 な コ ロ ニ ー を 形
成 し 、 内 胚 葉 様 細 胞 形 態 を 示 し た も の と 考 え
ら れ る (図5)。 ま た 、 こ れ ら の コ ロ ニ ー は
ALP染色 に お い て も 分 化 型 に 変 化 し た こ と を





●ら 22)はF9細胞 を 含 む EC業‖胞 が 高 い レ ベ ル の
ALP活性 を 示 し 、 分 化 に 伴 い 、 そ の 活 性 が 低
下 す る こ と を 報 告 し た 。 そ れ 以 来 、 ALP活性
は 、 未 分 fヒ EC細胞 の マ ー カ ー と さ れ て い る 。
こ の 未 分 化 幹 細 胞 の マ ー カ ー で あ る ALP活性
陽 性 を 示 す コ ロ ニ ー 数 が 非 許 容 温 度 で の 48時
間 培 養 で 50～70%減少 し た こ と は 、 分 化 が 誘
導 さ れ た こ と を 示 唆 す る (図H)。こ の 場 合 、
分 化 細 胞 の 粗 な コ ロ ニ ー は ALP活性 が 陰 性 、
未 分 fLな幹 細 胞 の 緊 密 な コ ロ ニ ー は ALP活性
が 陽 性 を 示 す 訳 で あ る が 、 こ の ALP染色 の 有
無 が 、 単 に コ ロ ニ ー の 11密に 起 因 す る 、 染 色
過 程 で の 脱 色 の 難 易 を 反 映 し て い る に す ぎ な
い と い う 可 能 性 は 、 こ の よ う な コ ロ ニ ー を ク
ロ ー ニ ン グ し て 、 他 の 分 |ヒ の マ ー カ ー を 検 討
す る と 、 分 化 形 質 の 発 現 が 確 認 さ れ る こ と か
ら 否 定 さ れ る 。 さ ら に 、 詳 し く は 、 一 個 の コ
ロ ニ ー 中 で も 、 経 時 的 に 分 fヒ が 誘 導 さ れ る 場
合 、 中 央 部 は ALP活性 が 陽 性 、 周 辺 部 は 陰 性





●細 胞 密 度 の 粗 な 周 辺 部 が 分 化 誘 導 を 被 り や す
い た め で あ り 、 完 全 な ALP活性 陰 性 の コ ロ ニ
ー ヘ の 変 化 の 中 間 段 階 と 考 え ら れ る 。
1976年、 Stricklandら70)が初 期 胚 に お い
て 、 原 始 内 胚 葉 と 壁 側 1勾 胚 葉 は PAを産 生 す る
が 臓 側 内 胚 葉 は 産 生 し な い こ と を 示 し 、 1976
年 に Shermanら71)は、 EC細胞 は 有 意 量 の PA
を 産 生 し な い が 、 そ れ が 分 化 し た 内 胚 葉 細 胞
は PAを分 泌 す る こ と を 報 告 し た 。 そ れ 以 来 、
PAはEC細胞 の 内 胚 葉 細 1色 へ の 分 ILを示 す マ ー
カ ー と さ れ て い る 。 図 6に示 す 様 に 、 許 容 温
度 で は 、 壼 変 異 株 B14.231とCll.222は野 生
株 F9細胞 と 同 程 度 (1 7ヽ%)の僅 か な PAを産
生 す る の み で あ つ た 。 し か し 、 非 許 容 温 度 に
上 げ る と 、 F9細胞 で は PA活性 に 有 意 な 変 化 は
認 め ら れ な か つ た が 、 壺 変 異 株 で は 、 経 時
的 に PA活性 が 増 加 し た 。 野 生 株 F9にお け る PA
活 性 は 、 局 所 的 に 細 12が高 密 度 に な り 、 一 部
の 細 胞 に 分 化 が 誘 導 さ れ た こ と を 反 映 し て い





●温 度 で の PA活性 の 増 加 は 、 分 化 に よ り 細 胞 密
度 が 低 下 し 、 局 所 的 な 分 |ヒ 誘 導 の 要 因 が な い
に も か か オフら ず 、 主s変異 株 B14.231では 30%
以 上 、 Cll.222では 0%以上 の PA活性 の 経 時
的 な 増 加 が 認 め ら れ た こ と は 、 他 な ら ぬ 内 胚
葉 細 胞 に 分 化 し た こ と を 示 し て い る 。
さ ら に 、 SSEA-1抗原 も 、 非 言11容温 度 で の 培
養 に ‖Lぃ、 経 時 的 に 減 少 し 、 こ れ ら の tュ変 異
株 は 非 許 容 温 度 で レ チ ノ イ ン 酸 と 同 程 度 、 あ
る い は 、 そ れ 以 上 の 分 化 誘 導 が 引 き 起 こ さ れ
て い る こ と を 示 し て い る (図7、 8、 9、 )。
以 上 の 結 果 よ り 、 こ れ ら の 分 化 の マ ー カ ー
の 変 化 (表2)、す な わ ち 、 細 1ユ 形 態 の 変 化 、
PA活性 の 上 昇 、 SSEA-1抗原 の 減 少 、 そ し
て 、 ALP活性 の 消 失 か ら 、 こ れ ら の 壺 変 異 株
B14.231とCll.222は、 許 容 温 度 で は 野 生 株 F9
と 同 一 の 性 状 を 示 し な が ら 、 非 許 容 温 度 に 上
げ る こ と に よ り 分 化 が 誘 導 さ れ る 、 分 化 に 関
す る 温 度 感 受 性 変 異 株 で あ る こ と が 明 ら か と





●野 生 株 F9をレ チ ノ イ ン 酸 で｀ 処 理 し た 時 と 同 様
な も の で あ つ た 。 さ ら に 、 こ れ ら の 分 化 の マ
ー カ ー の 中 で 、 PAとSSEA-1は分 化 過 程 の 初 期
段 階 の 、 そ し て 、 ALPは後 期 段 階 の マ ー カ ー
と さ れ て お り 60)、こ の 壺 変 異 株 に お い て 非
許 容 温 度 で 誘 導 さ れ る 分 |ヒ は 、 上 述 の 両 段 階
の 分 fL過程 を 共 に 経 て い る こ と か ら 、 非 許 容
温 度 に お け る 細 胞 の 非 特 異 的 な 反 応 で は な く
正 規 の 分 化 過 程 に 入 つ て い る こ と が 示 唆 さ れ
る 。 ま た 、 二 つ の 墜 変 異 株 B14.231とCll.222
は 検 討 を 加 え た 分 化 の マ ー カ ー の 変 化 か ら み
る と 、 B14.231の方 が Cll.222と比 較 し て 、 よ
り 短 時 間 で 、 し か も 、 効 率 良 く 分 化 が 誘 導 さ
れ て い る と い う 相 違 は あ る が 、 分 化 形 質 の 発
現 自 休 は 同 一 の 性 状 を 里 し て い る こ と か ら 、
こ れ ら の ts変異 は 、 分 ILに関 す る 本 質 的 な 制
御 機 構 に 関 与 し て い る と 考 え ら れ る 。
そ こ で 、 こ れ ら の 壺 変 異 株 の 分 化 誘 導 と
細 胞 周 期 の 関 係 を フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー 解 析





●許 容 温 度 に 上 げ た 後 、 12 2ヽ4時間 で 細 胞 周
期 の S期に 貯 留 を 認 め る が 、 31時間 で G2-H期
に 移 行 し 、 ま た 、 S期も 2ヽ 3倍延 長 し て い る
こ と が 判 明 し た (デー タ は 示 し て い な い )。
そ し て 、 こ れ ら の 墜 変 異 株 で は 、 こ の 細 胞
周 期 の 遷 延 後 に 分 IL形質 の 発 現 が 認 め ら れ る
こ と か ら 、 S期で の 細 lL周期 の 遷 延 が 細 胞 分
|ヒ の 結 果 で は な く 、 細 Л包分 化 を 誘 導 す る 壼 変
異 性 に よ る も の と 考 え ら れ る 。 こ の 様 な 分 化
に 関 す る 壺 変 異 株 は 未 だ 、 報 告 が な く 、 以 後
の 、 遺 伝 学 的 解 析 に 耐 え 得 る も の で あ る 。
こ の 様 な 性 状 を 示 す 壼 変 異 株 を 用 い て 、 分
|ヒ 誘 導 と 腫 瘍 形 成 能 と の 関 係 を 検 討 す る と 、
野 生 株 F9では 、 非 許 容 温 度 で 培 養 し て も 、 プ
ラ ス チ ッ ク デ ィ ッ シ ュ 上 で の コ ロ ニ ー 形 成 能
お よ び 、 基 質 非 依 存 性 増 殖 能 を 反 映 し た 軟 寒
天 培 地 中 で の コ ロ ニ ー 形 成 能 は 、 ほ と ん ど 変
化 し な い の に 対 し て 、 壼 変 異 株 で は プ ラ ス チ
ッ ク デ ィ ッ シ ュ 上 で の コ ロ ニ ー 形 成 能 を 保





●低 下 し た (図12)。こ の プ ラ ス チ ッ ク デ ィ ッ シ
ュ 上 で の コ ロ ニ ー 形 成 能 は 、 tュ変 異 株 で は 、
20・ヽ34%と僅 か に 低 下 し た が 、 こ れ は 一 般
的 に 、 分 化 し た 細 胞 で は 未 分 化 細 Лとに 比 し て
播 種 効 率 (Plating efficiency)が低 下 す る
こ と を 反 映 し た も の と 考 え ら れ る 。 す な わ ち
野 生 株 F9をレ チ ノ イ ン 酸 で 分 化 誘 導 し た 後 、
再 播 種 す る と 播 種 効 率 が 約 14%に低 下 す る と
い う 事 実 60)から も こ の 考 え が 支 持 さ れ る 。
従 つ て 、 非 許 容 温 度 で 分 |ヒ 誘 導 後 の 細 胞 の 生
存 率 が 約 90%以上 で あ る (表1)こと を 考 慮
に 入 れ れ ば 、 こ の プ ラ ス チ ツ ク デ ィ ッ シ ュ 上
で の コ ロ ニ ー 形 成 能 の 若 干 の 低 下 は 、 自 己 増
殖 能 が 低 下 し た た め で は な <、 自 己 増 殖 能 を
保 持 し た 分 化 細 胞 を 再 播 種 の 際 に 、 損 失 し て
い る こ と を 示 し て い る 。 こ の 分 化 細 胞 の 損 失
は 、 分 化 誘 導 後 に 再 播 種 す る 場 合 に は 、 常 に
考 慮 す べ き で あ る が 、 前 述 の 分 IL形質 の 発 現
の 有 無 の 判 定 に お い て は 、 こ の 損 失 を 加 味 し





●価 し て い る も の と 考 え ら れ る 。 一 方 、 単 一 細
胞 レ ベ ル で の 評 価 で あ る 基 質 非 依 存 性 増 殖 能
は 、 播 種 効 率 の 影 響 を 被 ら ず 、 分 化 誘 導 後 の
細 胞 の 生 存 率 が 90%以上 で あ る に も か か わ ら
ず 、 軟 寒 天 培 地 中 で の コ ロ ニ ー 数 の 減 少 は
顕 著 で (図12)、こ れ は 真 に 細 胞 の 基 質 非
依 存 性 増 殖 能 の 減 少 を 反 映 し て い る も の と 考
え ら れ る 。 さ ら に 、 堕 変 異 株 の in vivoでの
腫 瘍 形 成 能 に 関 し て は 、 許 容 温 度 で は 何 等 変
化 し な い の に 対 し て 、 96時間 の 分 IL誘導 で 65
～ 80%の腫 瘍 形 成 率 の 低 下 を 認 め た (図13)。
こ の 様 に 、 分 化 誘 導 後 の 、 軟 寒 天 培 地 中 で の
コ ロ ニ ー 形 成 能 と 腫 瘍 形 成 率 の 低 下 と は 、
密 接 な  相 関 が 認 め ら れ た 。 こ の こ と は 基 質
非 依 存 性 増 殖 能 が in vitrOでの 腫 瘍 形 成 能 の
指 標 と な る と 共 に 、 細 胞 分 化 に よ っ て 消 失 す
る 、 分 化 の 指 標 と も な る こ と を 示 唆 し て お り 、
こ れ ら 壼 変 異 株 で は 、 分 fヒ に 伴 つ て 腫 瘍 形 成
能 が 低 下 す る こ と が 明 白 と な つ た (表3)。





●わ ら ず 、 腫 瘍 J形 成 に 至 っ た 細 胞 の 性 状 を 検 討
す る と 、 こ れ ら の 細 胞 は 、 温 度 感 受 性 を 保 持
し て お り 、 ま た 、 分 ′|ヒ 形 質 の 発 現 も 認 め ら れ
な か つ た こ と か ら 、 温 度 処 理 の 影 響 を 受 け ず 、
分 化 誘 導 か ら 逸 脱 し た た め か 、 ま た は 受 け た
と し て も 、 そ の 影 響 が 可 逆 的 な 段 階 に と ど ま
っ た も の で あ る た め 、 腫 瘍 を 形 成 し た も の と
考 え ら れ 、 分 IL誘導 と 腫 瘍 形 成 能 の 低 下 と は 、
図 12、 13に示 し た 以 上 に 密 接 な |‖ 関 が あ る と








テ ラ ト カ ル シ ノ ー マ 細 胞 の 腫 瘍 性 増 殖 か ら
分 |ヒ 決 定 へ の 切 り 換 え の 制 御 機 構 の 解 明 を 目
的 と し て 、 細 1包 遺 伝 学 的 手 法 を 用 い て 、 可 及
的 に 爽 雑 性 を 排 除 し た in vitrO実験 系 を 確 立
す る と 共 に 、 腫 瘍 細 胞 の 分 fヒ と 腫 瘍 形 成 能 と
の 関 係 を 検 討 し た 結 果 、 以 下 の 結 論 を 得 た 。
1)分離 し た 約 200株の 中 で 、 増 殖 に 関 す る 壺
変 異 株 は 約 60株で あ つ た 。 こ の 内 、 非 許 容 温
度 に お い て 分 fL形質 の 発 現 が 認 め ら れ た も の 、
す な わ ち 、 分 ILに関 す る 壺 変 異 1米 は 25株で あ
っ た 。
2)野生 株 F9の細 胞 倍 加 時 間 は 、 非 許 容 温 度 で
12・ヽ 13時間 、 許 容 温 度 で 18～20時間 で 非 許 容
温 度 の 方 が 増 殖 が 盛 ん で あ つ た 。 一 方 、 t旦変
異 株 は 許 容 温 度 で は F9と同 様 の 増 殖 を 示 す が
非 許 容 温 度 で は _4t分裂 し た 後 、 増 殖 が 著 し く
低 下 す る と 共 に 、 PAの産 生 、 SSEA-1抗原 の 消
失 、 ALP活性 の 消 失 等 、 分 化 形 質 の 発 現 が 認




●導 さ れ る こ と が 明 ら か と な つ た 。
3)一定 時 間 、 非 許 容 温 度 で 培 養 し 分 |ヒ 誘 導 し
た 後 、 許 容 温 度 に 戻 Lた壺 変 異 株 は 、 細 胞 の
生 存 は 全 く 障 害 さ れ ず 、 ま た プ ラ ス チ ッ ク デ
ィ ッ シ ュ 上 で の コ ロ ニ ー 形 成 能 を 有 し 、 自 己
増 殖 能 を 保 持 し 続 け て い た 。 そ れ に も か か わ
ら ず 、 軟 寒 天 培 地 中 で の コ ロ ニ ー 形 成 能 、 お
よ び 、 マ ウ ス 皮 下 に お け る 腫 瘍 形 成 能 は 、 非
許 容 温 度 で の 処 理 時 間 に 応 し て 、 す な わ ち 、
分 化 誘 導 に 伴 つ て 経 時 的 に 、 著 明 な 低 下 を 示
し た 。
以 上 の 様 に 、 今 回 分 離 し た t旦変 異 株 は 、 非
許 容 温 度 に て 細 1包 周 期 が 延 長 す る と 共 に 分 化
が 誘 導 さ れ た 。 こ れ ら の 壺 変 異 株 の 分 化 誘 導
過 程 に は 最 終 分 化 に 至 る 前 に 、 ま ず 、 自 己 増
殖 能 を 保 持 し て い る に も か か わ ら ず 、 腫 瘍 形
成 能 を も た な い 段 階 が 存 在 す る こ と が 明 ら か
と な っ た 。 こ れ ら の 結 果 は 、 テ ラ ト カ ル′シ ノ
ー マ 細 Л色の 腫 瘍 形 成 能 の 消 失 は 、 細 胞 増 殖 能





●を 示 唆 し て い る 。 し か も 、 こ の tュ変 異 株 に お
け る 変 異 は 、 腫 瘍 性 増 殖 か ら 分 化 へ の 切 り 換
え の 制 御 機 構 を 司 ど る 遺 伝 子 と 関 連 し て い る
も の と 考 え ら れ 、 こ の 遺 伝 子 を ク ロ ー ニ ン グ
す オしば 、 こ の 制 御 機 構 の 一 端 が 解 明 さ れ る も
の と 考 え ら れ る 。
稿 を 終 え る に あ た り 、 本 研 究 の 機 会 を 与 え
て 頂 き 、 御 指 導 と 御 校 間 を 賜 わ つ た 、 大 阪 大
学 歯 学 部 口 腔 外 科 学 第 二 講 座 作 田 正 義 教 授 に
謹 ん で 感 謝 の 意 を 表 し ま す 。 ま た 、 本 研 究 課
題 を あ た え ら れ 、 終 始 、 御 墾 篤 な る 御 指 導 と
御 校 間 を 賜 わ り ま し た 大 阪 大 学 微 生 物 病 研 究
所 西 宗 義 武 助 教 授 に 深 甚 な る 謝 意 を 表 し ま す 。
最 後 に 、 本 研 究 を 進 め る に あ た り 、 幅 広 い 御
助 言 、 御 協 力 を 頂 い た 大 阪 大 学 微 生 物 病 研 究
所 大 学 院 生 仁 科 行 雄 君 は じ め 同 研 究 所 大 学 院
生 諸 兄 、 並 び に 、 御 援 助 、 御 協 力 を 頂 い た 回
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●
Murine  teratocarcinonla  cells offer a unique model  system  for
studying   the  regulation  of  tumorigenicity  and   steln  cell
differentiation.  hbryonal carcinoma (EC)cells, the tulnorigenic
stem cells of teratocarc■nonN ,  c n g■ve r■se to  differentiated
derivatives   of   all   three  embryonic  germ   layers.   This
.    differentiation  provides an opportunity for  investigating  cell
determination,  the  process by which stem cells bёcorne coll■1:itted
to a particular developmental pathway,  as well as for  following
subsequent   differentiation  of  the  corm■t ed  cellso   Dur■ng
differentiation,  EC cells lose their malignancy, indicating that
these two events are closely linked. Therefore, the regulation of
tumorigenicity  and  stem cell differentiation can be  studied
●
● simultaneousely  in teratoCarcinoma cells and this Would  provide
insight into the relationship between these two mechanisms。
In attempting to throw light on the molecular mechanism whereby
malignant  properties  of EC cells are  controlled,  temperature"
sensitive  (ts)Cell CyCle mutants were isolated,  based  on  the
observation  that the inhibition of DNA synthesis caused EC cell
differentiation.
Several  ts  mutants of Cellular differentiation  were  isolated
from  the mouse teratocarcinoma cell line ,F9.  These ts  mutants
underwent   the   stern   cell   differentiation    judging   from
morphological  changes,   elevated   levels  of   Secretion  of
plasm■nogen  act■v tor,  disappearance of SSEA-l antigen,  and  a
decreased  alkaline phosphatase act■vity,  ccomp nied with  the
retardation of Cell cycle progression following shift to the non―
permiss■ve temperature.
To elucidate the relationship between cellular differentiation
and ttllnorigenicity of these tt mutants,the effect of Cultivation
at non“permiss■Ve temperature on anChOrage―i dependent growth and
tumorigenicity was asseSSed。
h  character■Za ion  of  these  tS  mutants  dernonstrated  the
feasibility   Of  genetically  dissect■ng   the   differentiation




● in which these ts mutants lose their ttlmorigenicity in spite  of
reta■ning   their  self―reproductive   ability.   This   approach
clarifiod  that the loss of tumorigenicity was not concerned with
altered  proliferative potential,  but,  prec■sely with cellula
differentiation  per  se.  The les■on■n these  ts  mutants  must
irvolve   the  gene(s) ●hich play(s) a pivotal  r91e  in  the
regulation of both differentiation and ttllnorigenicity.
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32.5°C 99。2 ± 1.1
48 時間 91:5 ± 4.0????
39。0°C
96時間 94.4 ± 2.0
32.5°C 97.5 ± 2.8
B14.231 48時間 95。8 ± 4。2
39。0°C
96時間 92.2 ± 2.6
32.5°C 97。9 ± 2.ア
Cll.222 48時間 92。9 ± 2。7
39。0°C
96時間 93.9 ± ιl.9
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許 容 温 度  非 許 容 温 度
自 己 増 殖 能     十
分 化          ―
腫 瘍 形 成 能     十
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